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STRESZCZENIE

Wiele substancji endogennych oraz egzogennych wykazuje zdolnos¢ do wiazania sie z biatkami osocza, gtow-
nie z ludzka albuming surowicy oraz a-1-kwasna glikoproteina. Substancje te w krwioobiegu wystepuja za-
réwno w formie wolnej jak i zwiazanej z biatkami. Biatko posiada na swojej powierzchni miejsca wigzania
charakterystyczne dla danego zwiazku, rozniace sie wielkoscia, ksztattem oraz powinowactwem. Wiazanie z
biatkami nastepuje w wyniku oddziatywan hydrofobowych, van der Waalsa oraz elektrostatycznych. Stopien
zwigzania z biatkami osocza zalezy od m.in. obecnosci stanu zapalnego, wystepowania chordb nerek i watro-
by oraz wieku. Jedynie forma wolna zwiazku jest aktywna biologicznie oraz jest zdolna do pokonywania ba-
rier biologicznych. W zwiazku z tym duze znaczenie maja metody pomiaru stezenia frakcji niezwiazanej z
biatkami w osoczu. Najczesciej stosowana jest dializa rownowagowa, uznawana za metode referencyjna. Inne
metody to m.in. ultrafiltracja, ultrawirowanie, mikrodializa, mikroekstrakcja, wysokosprawna analiza czoto-
wa oraz ekstrakcja w punkcie zmetnienia.

SLOWA KLUCZOWE: frakcja niezwiazana z biatkami, lek, albumina, biatka osocza, ultrafiltracja, dializa row-
nowagowa.

ABSTRACT

COMPOUNDS THAT BIND TO PLASMA PROTEINS IN HUMANS. SIGNIFICANCE IN THERAPY AND METHODS FOR
QUANTIFICATION OF A FREE FRACTION

Many endogenous and exogenous substances are able to bind to plasma proteins, mainly to human serum al-
bumin and a-1-acid glycoprotein. In the bloodstream, these substances are present both in a free and in a
protein-bound form. The protein has on its surface binding sites, specific for a given compound, which differ
in size, shape and affinity. Binding is mediated by hydrophobic, van der Waals and/or electrostatic interac-
tions. The extent to which compounds bind to plasma proteins depends on a number of different factors, in-
cluding the presence of inflammation, kidney and liver diseases, and age. Only the free fraction is biological-
ly active and is able to cross biological barriers. Therefore, methods of measuring the free plasma concentra-
tion of compounds are crucial. The most commonly used method is equilibrium dialysis, which is considered
to be the reference method. Other methods include ultrafiltration, ultracentrifugation, microdialysis,
microextraction, high-performance frontal analysis and cloud point extraction.

KEYWORDS: unbound fraction, drug, albumin, plasma proteins, ultrafiltration, equilibrium dialysis.

1. Biatka osocza wiazace substancje endogenne oraz eg- .

zogenne

Najwazniejszymi biatkami osocza, z ktorymi wiaza sie

zarowno substancje endogenne, jak i egzogenne, sa:

e  ludzka albumina surowicy (HSA),

e a-1-kwasna glikoproteina (AGP) [1,2,3].

Inne biatka to m.in.:

e transferyna - odpowiada za wiazanie i transport
utlenionej postaci jonow zelaza (ll1),

e transkobalamina - odpowiada za transport koba-
laminy, czyli witaminy B12,

e  tyreoglobulina - odpowiada za wiazanie i trans-
port hormondw tarczycy, takich jak tyroksyna i
tréjjodotyronina,

e haptoglobina - biatko ostrej fazy odpowiadajace
za wychwyt wolnej hemoglobiny,
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biatko wiazace kortykosterydy - odpowiada za

transport hormonow steroidowych, takich jak kor-

tyzol,

e lipoproteiny - odpowiadaja za wiazanie i trans-
port cholesterolu i triglicerydow oraz lekow wy-
soce hydrofobowych,

e immunoglobuliny - przeciwciata, ktore sa zdolne

do swoistego rozpoznawania i wigzania antyge-

now [1,4,5,6,7-14].

1.1. Albumina

Albumina jest najpowszechniej wystepujacym biatkiem
0socza, stanowi 55-65% wszystkich biatek krwi. Jest gtow-
nym biatkiem transportujacym, posiada zdolnos¢ do wiaza-
nia ligandow, zarowno kwasnych jak i obojetnych. We krwi
wiaze sie z wieloma substancjami, m.in. witaminami, me-
tabolitami, barwnikami i lekami, wptywa takze na utrzy-
manie prawidtowej objetosci i pH krwi oraz wykazuje
znaczny potencjat antyoksydacyjny [5,6,15-19].
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Albumina jest jednym z najmniejszych biatek obecnych
w osoczu (66 kDa), zbudowanym z 585 aminokwasow. Ze
wzgledu na bardzo ztozona strukture, ksztatt czasteczki
albuminy jest uwarunkowany przez sekwencje tworzacych
ja aminokwasow. Badania dyfrakcji rentgenowskiej wyka-
zaty, ze czasteczka ta sktada sie z trzech domen tworza-
cych lll-rzedowa strukture - I, Il oraz Ill, z ktérych kazda
podzielona jest na subdomeny A oraz B [15,17,20,21].

Taka struktura czasteczkowa albuminy powoduje, iz
wigzanie zwiazkow powinno byc rozpatrywane na dwoch
poziomach. Szkielet konstrukcyjny albuminy okresla miej-
sce wigzania zwiazku, natomiast elementy konstrukcyjne
czasteczki wptywaja na site wiazania w danym miejscu
[15].

W strukturze albuminy nie wystepuja struktury B-
harmonijki, co zapewnia biatku wysoka elastycznosc¢ kon-
formacyjna. Dzieki temu HSA posiada wiele hydrofobowych
miejsc wiazacych i wiaze zaréwno egzogenne jak i endo-
genne zwiazki, co zostato potwierdzone poprzez zastoso-
wanie m.in. badan krystalografii rentgenowskiej [21]. Wy-
szczegolniono sze$¢ gtownych miejsc wiazacych w cza-
steczce albuminy, ktore wykazuja wysoka specyficznosc
dla ligandow. Dzieki roznicom w budowie tych miejsc, kto-
re cechuje odmienna wielkos¢ i polarnos¢, mozliwe jest
jednoczesne wiazanie zwiazkow o roznych strukturach i
rozmiarach. Najlepiej scharakteryzowano dwa miejsca
wiazania, ktore wykazuja wysokie powinowactwo do lekow
i ligandow endogennych. Miejsca te znajduja sie w subdo-
menie lIA i IlIA i wykazuja tendencje do wiazania zwiazkow
kwasnych i lipofilowych [1,3,5,6,15,16].

Miedzy albuming a ligandem moga powstawac oddzia-
tywania o bardzo réznym charakterze, np. sit van der Waal-
sa, sit elektrostatycznych, wigzan wodorowych, oddziaty-
wan hydrofobowych oraz nieodwracalne wiagzania kowalen-
cyjne [19].

Maty rozmiar, dtugi okres pottrwania, duze stezenie
oraz ilos¢ miejsc wiazacych ttumaczy fakt, ze tak wiele
zwiazkow metabolicznych i lekow terapeutycznych jest
transportowanych przez albuminy [1,4].

1.2. a-1-kwasna glikoproteina

Ludzka a-1-kwasna glikoproteina (38-48 kDa) to dodat-
nie biatko ostrej fazy wykazujace aktywnos¢ przeciwzapal-
na oraz wigzace i transportujace wiele substancji. AGP
produkowana jest w watrobie, stanowi okoto 1-3% wszyst-
kich biatek osocza [15,16,22].

AGP wykazuje stabsza zdolnos¢ wiazania zwiazkow w
poréwnaniu do albuminy, natomiast silniejsze powinowac-
two do ligandow, wiec dysocjacja czasteczek z AGP jest
trudniejsza niz z albuminy. Biatko to wykazuje znaczne
powinowactwo do wielu zwiazkow egzogennych i endogen-
nych. AGP moze wigzac progesteron, hormony steroidowe
oraz leki, gtownie o charakterze zasadowym, m.in. propra-
nolol i chlorpromazyne. Leki wiaza sie z AGP gtownie w
wyniku oddziatywan hydrofobowych [3,15,16,22].

Zdolnos¢ wiazania substancji przez AGP wynika z bu-
dowy jej czasteczki, ktora sktada sie w okoto 45% z weglo-
wodanoéw o réznej budowie. W strukturze AGP, ktora nie
jest zwiazana z ligandami, dominuje struktura B-
harmonijki, natomiast po zwigzaniu substancji dochodzi do
zmiany konformacyjnej, w ktorej przewaza struktura a-
helisy [15].

Stezenie AGP w osoczu ulega nawet pieciokrotnemu
zwigkszeniu w stanach patologicznych, takich jak nowo-
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twory, stany zapalne czy infekcje. Powoduje to zmiane
ilosciowa pomiedzy dwiema izoformami AGP, ktore rdznia
sie miedzy soba selektywnoscia wiazania lekow. Prowadzi
to do wahan stezenia AGP w osoczu, ktore moga znacznie
zmienic¢ poziom wolnego leku, bez wptywu na jego catkowi-
te stezenie w osoczu [15].

2. Wiazanie substancji egzo- i endogennych z biatkami
osocza

Osocze jest ptynna czescig krwi, ktora stanowi okoto
55% jej objetosci. Sktada sie w 90% z wody, w 7% z biatek,
natomiast pozostate 3% stanowig substancje organiczne
oraz nieorganiczne. Osocze transportuje w organizmie
elektrolity, biatka, sktadniki odzywcze, produkty przemiany
materii oraz leki [15,23]. Wiazanie tych substancji z biat-
kami zalezy od:

e pH osocza (zmiana stopnia jonizacji wielu zwiaz-
kow kationowych),

e  temperatury,

e wiasciwosci fizykochemicznych leku (rézne powi-
nowactwo do biatek krwi),

e stezenia leku (rézne wysycenie miejsc wiaza-
cych),

e powinowactwa substancji do miejsc wiazacych
(rézne wtasciwosci fizykochemiczne),

e stezenia biatek (zmiana stezenia w wyniku m.in.
wydolnosci nerek i watroby, wieku),

e obecnosci innych substancji egzogennych (leki,
trucizny) i endogennych (kwasy ttuszczowe, bili-
rubina, mocznik, hormony) [1,4,21,24-26].

2.1. Wiazanie substancji egzogennych z biatkami osocza
2.1.1. Leki

Kazdy lek, niezaleznie od drogi podania, jest transpor-
towany w organizmie przy udziale uktadu krazenia. Wiaza-
nie leku z biatkiem jest nieswoiste oraz odwracalne, a od-
bywa sie gtownie w wyniku oddziatywan hydrofobowych i
elektrostatycznych. W efekcie ten typ oddziatywan mie-
dzyczasteczkowych powoduje:

e  zwiekszong rozpuszczalnos¢ leku w osoczu krwi,

e poprawe lub mozliwos¢ transportu leku do tkanki
docelowej (szczegolnie istotne w przypadku le-
kow hydrofobowych, ktore sa stabo rozpuszczalne
w wodnym srodowisku krwi),

e mniejsza toksycznos¢ leku,

e ochrone leku przed dziataniem zwiazkow utlenia-
jacych,

e przedtuzony czas pottrwania srodka terapeutycz-
nego in vivo [1,27,28].

Zwiazki, ktore w niewielkim stopniu wiaza sie z biat-
kami, charakteryzuja sie lepszym przenikaniem do tkanek,
krotkim czasem krazenia w osoczu oraz szybsza eliminacja
z organizmu. Zjawisko wiazania leku z biatkami wptywa
zaréwno na eliminacje leku, jaki i na skutecznos¢, czas
dziatania oraz toksycznos¢ (ryc. 1) [16, 29]. Wedtug naj-
nowszych badan ponad 50% lekow wiaze sie z biatkami oso-
cza w stopniu przekraczajacym 90% catkowitego stezenia
tych lekow [29].

Gtowne miejsca wiazania leku do albuminy znane s3 ja-
ko | oraz Il miejsce wiazania, wedtug nomenklatury Sudlo-
wa. Od zwiazku pierwotnie stosowanego w modelu sondy
miejsca te nazywane sa rowniez miejscem | dla warfaryny
oraz Il dla benzodiazepiny. Oba miejsca wiazace posiadaja
tak zwane kieszenie, ztozone z reszt aminokwasowych.
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Whnetrze kieszeni ma przede wszystkim charakter niepolar-
ny, jednak zlokalizowane sa w nim réwniez dwa niewielkie
obszary polarne. Leki wiaza sie z regionem hydrofobowym,
ale oddziatuja réwniez z obszarem polarnym poprzez wia-
zania wodorowe [6,15,21,30,31].

nie ulega
metaboli-
zmowi

—

Lek zwigzany
z biatkami

nie
przechodzil
przez blo
biologiczn 0socza

o —

nie ulega
procesowi
wydalania

Ryc. 1. Wptyw wiazania sie z biatkami osocza na wtasciwosci
leku [1,15,30].

Miejsce wiazania Sudlow | ma wieksze powinowactwo
do kwasow dikarboksylowych i duzych zwiazkow heterocy-
klicznych o ujemnym tadunku, znajdujacym sie w central-
nej czesci lipofilowej struktury (aniony organiczne). W
miejscu tym przytaczaja sie miedzy innymi leki takie jak
warfaryna, fenylobutazon i oksyfenbutazon. Miejsce to za-
wiera tylko jeden obszar o charakterze polarnym, do kto-
rego przytaczaja sie diazepam, ibuprofen czy diflunizal.
Swoistos¢ wiazania okreslona jest przez ksztatt kieszeni
oraz rozktad reszt zasadowych i polarnych. Hydrofobowe
tancuchy na wewnetrznych Sciankach sa w znacznym stop-
niu zaangazowane w neutralizacje tadunkow i interakcje
wigzan wodorowych z kwasnymi lub elektroujemnymi li-
gandami matoczasteczkowymi. Wiele ligandow wiaze sie do
obu miejsc, ale z réznym powinowactwem. Obszar Sudlow |
zawiera duza liczbe pojedynczych miejsc wiazania ligandu,
wiaze ligandy o bardzo rdéznorodnej strukturze chemicznej
oraz tatwo sie adaptuje [3,15,30,32].

Miejsce wiazania Sudlow Il wykazuje wieksze powino-
wactwo do matych, aromatycznych kwasow karboksylowych
o tadunku ujemnym rozmieszczonym obwodowo. Zawiera
sze$¢ helis subdomeny IlIA i budowa przypomina miejsce
Sudlow I, ale jest od niego znacznie mniejsze [15,30,33].
Wiazanie z ligandem w obszarze Sudlow Il zalezy od stereo-
selektywnosci ligandu [3,34].

2.1.2. Inne zwiazki egzogenne

Albuminy maja zdolnos¢ do wiazania egzogennych sub-
stancji prozapalnych oraz mediatorow stanu zapalnego,
takich jak lipopolisacharyd (LPS), kwas lipotejchojowy i
peptydoglikan, wykorzystujac do tego celu oddziatywania
elektrostatyczne i hydrofobowe. Wyzej wymienione zwiazki
znajduja sie na powierzchni bakterii Gram-ujemnych lub
Gram-dodatnich i maja zdolnos¢ do aktywacji uktadu od-
pornosciowego i wywotania stanu zapalnego w organizmie.
Ostatnie badania sugeruja, iz albumina zgodnie z tym me-
chanizmem moze odgrywac role w hamowaniu reakcji za-
palnej wywotanej zakazeniem bakteryjnym [35].
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2.2. Wiazanie zwiazkéw endogennych z biatkami osocza
2.2.1. Bilirubina

Albumina petni réowniez funkcje nosnika dla toksycz-
nych metabolitow, takich jak bilirubina. Bilirubina jest
produktem degradacji hemu pochodzacego z hemoglobiny.
Albumina posiada w swojej strukturze trzy potencjalne
miejsca wiazania bilirubiny: jedno gtéwne w subdomenie
IIA oraz drugorzedowe miejsca w subdomenie IB i IlIA
[36,37]. Miejsce wiazania dla hemu znajduje sie w subdo-
menie 1B [35].

2.2.2. Niezestryfikowane dtugotancuchowe kwasy ttusz-
czowe

Albumina jest gtownym transporterem niezestryfikowa-
nych kwaséw ttuszczowych w osoczu krwi. Dtugotancucho-
we kwasy ttuszczowe (LCFA) sa produktami posrednimi w
metabolizmie lipidow. Stanowia wazny substrat dla proce-
sow metabolicznych, takich jak wytwarzanie energii i syn-
teza lipidow. W uktadzie krazenia moga wystepowaé w
dwoch formach - wolnej i zwiazanej z albuminami. Badania
krystalograficzne pozwolity na precyzyjne okreslenie
miejsc wigzania dla LCFA w trzeciorzedowej strukturze al-
buminy [36,38].

Albumina posiada siedem miejsc wigzania dla kwasow
ttuszczowych o roznym powinowactwie - dwa miejsca o
wysokim powinowactwie oraz pie¢ o Srednim powinowac-
twie. Miejsca te oznaczone sa odpowiednio jako FA1-FA7 i
znajduja sie w subdomenach IIA i llIA. Obszary FA1-FA5 od-
dziatuja z grupa karboksylowa kwasu przez oddziatywania
elektrostatyczne lub polarne. Miejsca FA6 i FA7 charakte-
ryzuja sie mniejsza sita wiazania [31,35,38].

2.2.3. Toksyny mocznicowe

Do zwiazkdw, ktoére wykazuja powinowactwo do albu-
min, naleza rowniez toksyny mocznicowe, takie jak siar-
czan p-krezolu (pCS) oraz siarczan indoksylu (IS). Substan-
cje te powstaja na skutek aktywnosci jelitowej flory bakte-
ryjnej, jako produkty metabolizmu aminokwasow. Z prze-
wodu pokarmowego wchtaniane sa do krwiobiegu, a na-
stepnie eliminowane przez nerki [39,40].

W czasteczce albuminy znajduja sie dwa pojedyncze
miejsca wiazace te toksyny, pierwsze o wysokim powino-
wactwie w rejonie Sudlow Il) oraz drugie o niskim powino-
wactwie w rejonie Sudlow | [41]. Wiazanie toksyn moczni-
cowych z biatkami jest wigzaniem odwracalnym, opartym
gtownie na oddziatywaniach elektrostatycznych i sitach van
der Waalsa [42].

2.2.4. Inne zwiazki endogenne

Albumina jest drugorzedowym lub trzeciorzedowym no-
snikiem dla niektorych substancji lipofilowych, m.in. stero-
idow, do ktérych naleza takie pochodne, jak witamina D i
tyroksyna. Zwiazki te maja niskie powinowactwo do wiagza-
nia z albuminami, ale ze wzgledu na wysokie stezenie w
osoczu, znaczna ich ilos¢ jest przenoszona przez to biatko
[35,43].

2.2.5. Jony metali

Albumina jest zaangazowana réwniez w transport jo-
now metali, zarowno endogennych, jak i egzogennych, ta-
kich jak jony miedzi, niklu, kobaltu, cynku, kadmu i ztota,
na réznych stopniach utlenienia. HSA posiada cztery cze-
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sciowo selektywne miejsca wigzania dla metali. Jony mie-
dzi i niklu wiaza sie z albuming do jej N-konca silniej niz
inne metale. N-koncowy fragment albuminy jest najlepiej
scharakteryzowanym miejscem wigzania jonow metali.

Wazna role w wiazaniu przez albumine jondéw metali
odgrywa obszar zawierajacy cysteing w potozeniu 34
(Cys34). Jest to jedyna cysteina z wolng grupa tiolowa,
ktora bierze udziat w tworzeniu siedemnastu mostkow di-
siarczkowych. To wtasnie Cys34 moze wiazac niektore jony
metali (srebra, platyny, rteci, kadmu, miedzi, ztota) na
réznych stopniach utlenienia. Ponadto w miejscu tym,
dzieki zdolnosci tworzenia mostkow disiarczkowych, przy-
tacza sie 80% catkowitej ilosci tlenku azotu (Il) z osocza
oraz leki tiolowe, cysteina i glutation.

Jony kobaltu (II) majg mozliwos¢ wiazania sie przy-
najmniej do trzech miejsc w strukturze albuminy. Gtéwne
miejsce wiazania cynku znajduje sie na granicy obszarow
domeny |ill [31,35,44].

3. Wptyw réznych czynnikéw na stezenie zwigzkow wia-
zacych sie z biatkami

3.1. Stan zapalny

Obecnos¢ stanu zapalnego w organizmie powoduje
zmniejszenie stezenia albuminy (ujemnego biatka ostrej
fazy) w osoczu nawet o 30-60% w stosunku do wartosci fi-
zjologicznej. Zmniejszone stezenie tego biatka wptywa na
zmiane stezenia wolnej frakcji substancji egzogennych i
endogennych, z ktérymi jest zwiazane [43,45].

3.2. Niewydolnos¢ nerek

Niewydolnosc nerek przez zmiane pH krwi oraz akumu-
lacje zwiazkow konkurujacych z lekami o miejsca wigzace
moze wptywacé na wiazanie leku z albuminami. Ponadto w
przebiegu niewydolnosci nerek dochodzi do nadmiernej
utraty albumin przez uszkodzone ktebuszki nerkowe, czego
konsekwencja jest zmniejszone stezenie albumin w surowi-
cy [43].

Groznym nastepstwem niewydolnosci nerek jest mocz-
nica, ktorej przyczyna jest gromadzenie sie we krwi nad-
miaru toksyn mocznicowych, w warunkach fizjologicznych
eliminowanych przez nerki. Gtownym biatkiem wiazacym
dla tych zwiazkow, zaréwno u oséb zdrowych jak i u osob z
zaawansowang niewydolnoscig nerek, jest albumina. Tok-
syny mocznicowe konkuruja z lekami o miejsca wiazace na
albuminach, skutkiem czego podczas mocznicy zostaje
ograniczona ilos¢ miejsc wiazacych dla leku. Oznacza to,
ze stezenie wolnej frakcji lekow jest wyzsze u pacjentow z
mocznicg w poréwnaniu do oséb zdrowych [39,42,46-48].

3.3. Hipoalbuminemia

Przyczyna zmniejszonej syntezy albumin moze byc:

e ostra niewydolnos¢ watroby (marskosc¢ lub wiru-
sowe zapalenie watroby),

e stan niedozywienia (w stanach skrajnego niedo-
zywienia dochodzi do niedoboru aminokwasow,
takich jak leucyna, arginina, izoleucyna i walina,
co moze ograniczy¢ szybkos¢ produkcji albumin),

e zwigkszona ucieczka kapilarna albumin (wynika-
jaca ze wzrostu przepuszczalnosci srodbtonka we
wtornym zapaleniu ogoélnoustrojowym) [3,5,28,
16,49].
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3.4. Choroby watroby

Choroby watroby, takie jak marskos¢ watroby czy wiru-
sowe zapalenie watroby, prowadza do niewydolnosci tego
narzadu, skutkujac zmniejszong synteza albumin, a w kon-
sekwencji hipoalbuminemia. Podobnie jak w przypadku
choréb nerek, w chorobach watroby zwiekszeniu ulega
ilos¢ endogennych substancji w organizmie, np. wolnej
frakcji bilirubiny, ktére konkuruja z innymi zwigzkami o
miejsca wiazania na albuminach [5,16].

3.5. Hiperbilirubinemia

Zaburzenia transportu i metabolizmu bilirubiny oraz hi-
poalbuminemia moga doprowadzi¢ do hiperbilirubinemii,
ktorej konsekwencja jest zwiekszenie w osoczu frakcji nie-
zwiazanej z biatkami, tzw. wolnej bilirubiny (BF) o dziata-
niu neurotoksycznym. W przypadku podwyzszonego pozio-
mu bilirubiny w osoczu dochodzi do konkurencji tego me-
tabolitu z lekami o miejsca wiazace w czasteczkach albu-
min. W przypadku gdy bilirubina ma wyzsze powinowactwo
do miejsc wiazacych niz lek, wypiera lek z potaczen z al-
buminami i sama zajmuje miejsca wiazace. Zwiekszenie
stezenia wolnej frakcji leku w osoczu wynika ze zmniej-
szonej liczby dostepnych miejsc wiazacych dla leku na al-
buminach [1,30,49].

3.6. Inne leki lub substancje endogenne

W trakcie terapii wielolekowej, podczas rownoczesnego
podawania lekow o podobnych do siebie lub do substancji
endogennych wtasciwosciach fizykochemicznych, moze
dojs¢ do konkurencji o te same lub funkcjonalnie powiaza-
nie miejsca wiazania. Ponadto obserwuje sie rézne powi-
nowactwo poszczegolnych lekow do miejsc wiazacych z
albuminami. Lek lub substancja endogenna o wysokim po-
winowactwie do miejsc wiazacych wypiera inny lek z ni-
skim powinowactwem. W konsekwencji zmniejsza sie pro-
cent wiazania tej substancji z biatkiem. Zjawisko to jest
przyczyna wystepowania interakcji miedzy lekami i moze
prowadzi¢ do nieproporcjonalnego wzrostu stezenia wolnej
frakcji leku [1,50,51].

3.7. Wiek
3.7.1. Mlody wiek i okres prenatalny

Ze wzgledu na niski poziom biatek w osoczu ptodu i no-
worodka, udziat frakcji niezwiazanej z biatkami jest wyso-
ki. U kobiet w cigzy oraz u kobiet karmiacych piersig wolna
forma leku moze przenika¢ przez tozysko lub by¢ wydziela-
na do mleka. W przypadku lekow silnie wiazacych sie z
biatkami oraz lekdw o waskim indeksie terapeutycznym
podwyzszone stezenie wolnej frakcji leku w osoczu stanowi
niebezpieczenstwo toksycznego wptywu leku na ptdd lub
noworodka [3,5].

3.7.2. Osoby starsze

Zmiany stopnia wiazania leku z biatkami osocza moga
rowniez wystapi¢ u osob w podesztym wieku. Wynika to z
faktu, iz pacjenci w starszym wieku sa narazeni na wyste-
powanie hipoalbuminemii, a tym samym zwiekszone steze-
nie wolnej frakcji leku. Poziom albumin u osob starszych
jest srednio o 19% nizszy niz w populacji osob mtodych.
Zwiazane jest to z nieprawidtowa czynnoscia nerek oraz
zaburzeniem zdolnosci watroby do syntezy biatek. Zwiek-
szone stezenie wolnej frakcji leku moze by¢ potencjalng



M. Chechtacz & N. Korytowska/Biul. Wydz. Farm. WUM, 2017, 6, 50-59

przyczyna toksycznosci i prowadzi¢ do niekorzystnych kon-
sekwencji zdrowotnych, nawet jesli catkowite stezenie le-
ku miesci sie w zakresie terapeutycznym [3,5].

4. Znaczenie wolnej frakcji zwiazkéw wiazacych sie z
biatkami osocza

4.1. Substancje egzogenne - leki

Jedynie lek w formie niezwiazanej z biatkami wykazuje
aktywnos¢ farmakologiczna, poniewaz tylko w takiej po-
staci moze byc transportowany przez btony komorkowe,
dociera¢ do miejsca docelowego oraz oddziatywac z recep-
torami. W zwiazku z tym, na efekt terapeutyczny ma
wptyw poziom leku niezwigzanego z biatkami, a nie catko-
wite stezenie leku [15,28]. W przypadku lekéw o wysokim
stopniu wiazania z biatkami lub o waskim indeksie terapeu-
tycznym kazda zmiana poziomu biatka we krwi powoduje
zmiany w stezeniu frakcji wolnej. Pewne stany chorobowe,
podeszty wiek, interakcje miedzy lekami lub miedzy lekiem
a substancjami endogennymi moga spowodowac toksyczne
dziatanie leku, w konsekwencji wymuszajac koniecznos¢
ponownego dostosowania dawki leku (tabela 1) [16,25,28,].
Monitorowanie stezenia frakcji wolnej leku moze pomoc w
optymalizacji farmakoterapii - zwigkszeniu jej skuteczno-
sci oraz uniknieciu dziatan niepozadanych [16].

4.2. Substancje endogenne
4.2.1. Bilirubina

Zwiazanie bilirubiny z albuming chroni przed jej dzia-
taniem neurotoksycznym. Bilirubina niezwigzana z albumi-
nami ma zdolnos¢ do przenikania przez bariere krew-mozg,
prowadzac do uszkodzenia komorek nerwowych. Zaburze-
nia neurologiczne spowodowane przez bilirubing moga
miec postac np. tagodnej encefalopatii [37].

Bilirubina zwiazana z biatkiem moze by¢ transportowa-
na do watroby, gdzie jest sprzegana i wydalana z organi-
zmu. W warunkach fizjologicznych wiazanie przez HSA bili-
rubiny hamuje peroksydacje lipidow, co stanowi posrednie
dziatanie antyoksydacyjne [35,36].

4.2.2. Toksyny mocznicowe

Negatywny wptyw toksyn mocznicowych na organizm
zalezy od stezenia ich wolnej frakcji, ktora jest aktywna
biologicznie oraz moze pokonywac bariery biologiczne.
Nadmiar toksyn, w stosunku do mozliwych miejsc wiazania
w strukturze albuminy, powoduje ze forma wolna znajduje
sie w osoczu w wysokim stezeniu. Spowodowana niewydol-
noscia nerek akumulacja toksyn mocznicowych, takich jak
pCS oraz IS, prowadzi do pogtebienia dysfunkcji nerek. Po-
nadto dochodzi do retencji tych zwigzkow w catym organi-

zmie [39,42,52]. Wzrost stezenia wolnej frakcji pCS zwiek-
sza ryzyko powiktan sercowo-naczyniowych u pacjentow z
PChN. Natomiast siarczan indoksylu jest inhibitorem na-
prawy i regeneracji endotelium. Wzrost frakcji niezwiaza-
nej z biatkami tego zwiazku prowadzi do uszkodzen $rod-
btonka [39].

4.2.3. Niezestryfikowane dtugotaricuchowe kwasy ttusz-
czowe

Duze stezenie niezestryfikowanych dtugotancuchowych
kwasow ttuszczowych jest toksyczne dla komorki. LCFA sa
stabo rozpuszczalne w wodzie, wiec sprzezenie z albumi-
nami umozliwia ich transport w wodnym srodowisku osocza
krwi oraz czyni je nietoksycznymi. Zwigzanie z albuminami
utatwia wychwyt kwasow ttuszczowych przez organy po-
trzebujace tych substratow. W niewielkiej czesci kwasy
ttuszczowe moga by¢ réwniez transportowane jako triacy-
loglicerole lub w postaci lipoprotein, takich jak chylomi-
krony oraz lipoproteiny o bardzo matej gestosci (VLDL)
[44].

4.2.4. Jony metali

Wiazanie jondéw metali z biatkami stanowi element ba-
riery antyoksydacyjnej osocza. Mechanizm antyoksydacyjny
oparty jest na inaktywacji jonow miedzi i zelaza przez
zwiazanie ich z albuming. Miedz i zelazo nalezg do metali
przejsciowych uczestniczacych w generacji wolnych rodni-
kow [35,19]. Cynk jest podstawowym kofaktorem wielu
biatek i enzymow wewnatrz i zewnatrzkomorkowych [44].

5. Metody oznaczania frakcji niezwiazanej z biatkami
5.1. Dializa rownowagowa

Jest to metoda najczesciej stosowana, uznawana za re-
ferencyjna. W komorze dializacyjnej umieszcza sie bufor
oraz osocze, oddzielone potprzepuszczalng membrana. W
poprzek btony nastepuje rozdziat wolnej frakcji analitu od
frakcji zwiazanej z biatkami. Proces ten wykorzystuje
zdolnosc frakcji wolnej do przenikania przez btone dializa-
cyjna na zasadzie biernego transportu. Substancja jest
transportowana przez potprzepuszczalng membrane do
momentu wyréwnania sie stezen po obu jej stronach. Stan
rownowagi ustala sie, gdy wolna forma leku osiagnie takie
samo stezenie po obu stronach btony [29].

Dializa rownowagowa przeprowadzana jest w tempera-
turze 37°C. Stosuje sie bufor fosforanowy o pH rownym 7,4
lub sol fizjologiczng buforowana fosforanami [53]. Szybkos¢
procesu wyrownywania gradientu stezen po obu stronach

Tabela 1. Wptyw zmiany stezenia frakcji leku niezwiazanej z biatkami osocza na dziatanie leku w ustroju [3,13].

Wzrost stezenia frakcji niezwiazanej z biatkami
osocza

Zmniejszenie stezenia frakcji niezwiazanej z biatkami
osocza

® }atwiejsze osiagniecie dawki toksycznej
® Nasilenie dziatan niepozadanych

® Nasilenie konkurencji o miejsca wigzania
® Przyspieszony metabolizm leku

® Przyspieszona eliminacja leku

® Skrocenie czasu dziatania leku

Zmniejszenie lub brak skutecznosci farmakoterapii
Krotszy czas transportu do tkanki docelowej
Spowolniony metabolizm

Wydtuzona eliminacja

Wydtuzenie czasu dziatania
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btony potprzepuszczalnej zalezy od czasu potrzebnego do
ustalenia sie stanu réownowagi pomiedzy roztworem np.
leku, biatka i buforu. Na zjawisko to ma wptyw rowniez
szybkos¢ mieszania dializatu oraz wielkos¢ powierzchni
btony potprzepuszczalnej [16]. Dializa rownowagowa jest
technika czasochtonna, poniewaz sredni czas inkubacji wy-
nosi od 2 do 7 godzin [25].

W trakcie dializy réwnowagowej zachodzi zjawisko
osmozy wody przez btone potprzepuszczalna. Biatko w ko-
morze z osoczem zostaje rozcienczone, a objetos¢ w ko-
morze z buforem odpowiednio sie zmniejsza. Jezeli zmiana
objetosci wynosi od 15 do 20% nalezy uwzglednic te zmiane
dokonujac korekty objetosci. Wyniki badan potwierdzaja,
ze w czasie czterech lub pieciu godzin dializy nie dochodzi
do istotnej zmiany objetosci, jednak w celu wykluczenia
takich zmian zalecany jest dodatek dekstranow (5% w/v) o
duzej masie czasteczkowej (40 000 Da) do komory z bufo-
rem [29].

Metoda obciazona jest ryzykiem wystapienia niespecy-
ficznych wiazan z membrana lub innym materiatem wcho-
dzacym w sktad urzadzenia. Zwiazki silnie wiazace sie z
biatkami osocza moga ulega¢ nieodwracalnej adsorpcji na
filtrach membranowych i elementach aparatury z tworzyw
sztucznych. Ze wzgledu na mozliwos¢ powstawania niespe-
cyficznych wiazan analizowanej substancji z btona dializa-
cyjna wyniki otrzymane ta metoda nalezy odnies¢ do wyni-
kow otrzymanych innymi metodami, np. ultrafiltracja
[16,29].

Ponadto nalezy pamietac, ze miedzy dwoma roztwora-
mi zawierajacymi koloidalne czasteczki, oddzielonymi bto-
na potprzepuszczalna, ustala sie rownowaga Donnana. Zja-
wisko to polega na nieréwnomiernym rozmieszczeniu dy-
fundujacych jonow elektrolitu, zaleznym od stezen jonow
koloidalnych po obu stronach btony biologicznej. Zjawisku
temu mozna zapobiec poprzez uprzednie rozciefczenie ca-
tego osocza lub uzycie buforu o odpowiedniej sile jonowej
[54,55].

5.2. Ultrafiltracja

Metoda ultrafiltracji stosowana jest w celu odseparo-
wania wolnej frakcji zwiazku od frakcji zwiazanej z biat-
kami osocza. Stosowane w tej metodzie urzadzenie do ul-
trafiltracji posiada dwie komory: gorna i dolna, oddzielone
od siebie potprzepuszczalng membrana. Rozmiar porow
decyduje o mozliwosciach separacyjnych membrany. Na
podstawie roznic w wielkosci i ksztatcie, czasteczki sa roz-
dzielane na membranie pod wptywem cisnienia wytworzo-
nego przez site odsrodkowa. Duze czasteczki sg zatrzymy-
wane przez membrang, natomiast rozpuszczalnik z mniej-
szymi czasteczkami zostaje przefiltrowany [16,29].

Zgodnie z procedura, w gornej komorze urzadzenia
umieszcza sie probke osocza, a nastepnie wiruje z sita RCF
okoto 2000g. Substancja zwiazana z biatkami osocza nie
przedostaje sie przez membrane, zostaje w gornej komo-
rze, natomiast forma niezwiazana zostaje przefiltrowana
przez membrane do przesaczu. Stezenie niezwigzanego
zwiazku mierzone jest w dolnej komorze urzadzenia [16].

Urzadzenie do ultrafiltracji czesto wykorzystuje ten
sam typ membrany, ktory stosowany jest podczas dializy
rownowagowej, z tym, ze zastosowana membrana musi by¢
odporna na cisnienie wystepujace podczas filtracji. Pod-
stawa procesu ultrafiltracji jest zatozenie, ze substancja
nie wigze sie z btona, nie dochodzi do przenikania biatek

55

osocza przez btong, ale membrana jest przepuszczalna dla
substancji i wody [16,29].

Do gtownych zalet ultrafiltracji mozna zaliczy¢ mozli-
wosc¢ ilosciowego oznaczenia stezenia badanej substancji w
przesaczu. Jezeli pH i temperatura procesu sa odpowiednio
kontrolowane, ultrafiltracja oferuje stosunkowo szybki i
prosty sposob na okreslenie stopnia wigzania z biatkami
osocza w warunkach fizjologicznych [16].

Gtowna wada omawianej metody jest niespecyficzne
wigzanie substancji z filtrem membranowym, ktory zbudo-
wany jest z octanu celulozy. W celu unikniecia tego zjawi-
ska filtry membranowe nasyca sie 5% roztworem Tween 80
(niejonowy srodek powierzchniowo czynny) dla lekow hy-
drofobowych i o charakterze kwasowym lub 5% chlorkiem
benzalkoniowym dla zasadowych lekow (kationowy Srodek
powierzchniowo czynny). Innym sposobem jest silikonowa-
nie, wykonywane poprzez zanurzenie membrany w przesy-
conym roztworze simetikonu w temperaturze 37°C. Po sili-
konowaniu, bezposrednio przed uzyciem, nalezy przeptu-
ka¢ membrane woda dejonizowana. Niespecyficzne wiaza-
nia moga rowniez powstawac miedzy analizowang substan-
cja a tworzywem sztucznym, z ktorego jest zbudowane
urzadzenie [29].

W omawianej metodzie, podobnie jak w przypadku dia-
lizy rownowagowej, moze ustala¢ sie rownowaga Donnana
[16,55].

5.3. Ultrawirowanie

Podstawa dziatania tej metody jest proces wirowania
roztworu makroczastek z sita odsrodkowa wynoszaca okoto
500 000g. Badany roztwor umieszcza sie w probowce (bez
filtra membranowego) i poddaje dtugotrwatemu procesowi
ultrawirowania, od 10 do 24 godzin, w warunkach zblizo-
nych do warunkow fizjologicznych organizmu. Podstawa
rozdziatu roztworu sa rdéznice w gestosci poszczegoélnych
frakcji [16].

W przypadku probki osocza, po odwirowaniu rozdzielo-
na jest ona na trzy rozne warstwy: warstwa gorna - lipo-
proteinowa, warstwa srodkowa - wodna oraz warstwa dol-
na - osad biatkowy [16,29].

Po odwirowaniu kazda z warstw przenosi sie do od-
dzielnych probowek do analizy. Zaktada sie, ze ilos¢ sub-
stancji znajdujacej sie w warstwie wodnej stanowi wolna
frakcje zwiazku lub jej czes¢. taczna ilos¢ zwiazku znajdu-
jaca sie w warstwie lipoproteinowej i biatkowej reprezen-
tuje frakcje zwiazana z biatkami [16,29,56].

Niewatpliwa zaleta ultrawirowania jest fakt, iz metoda
ta pozwala unikna¢ trudnosci towarzyszacych metodom
membranowym, takich jak niespecyficzne wigzanie sub-
stancji z membrang oraz efekt rozcienczenia probki w wy-
niku osmozy [16,29,56].

Po odwirowaniu, na dnie probowki, oprocz albumin
osadza sie rowniez a-1-kwasna glikoproteina oraz lipopro-
teiny. W srodkowej warstwie, razem z niezwiazanga frakcja
badanej substancji, znajduja si¢ chylomikrony i lipoprote-
iny o niskiej gestosci. Stanowi to wade opisanej metody,
poniewaz - w przypadku ilosciowego oznaczania wolnej
frakcji zwiazku - moze prowadzi¢ do zawyzonych wynikow
[16].

Wada opisanej metody jest réwniez ograniczona liczba
probek, ktore moga by¢ jednoczesnie wirowane. Co wie-
cej, od ksztattu i wielkosci zwigzku pozostajacego w for-
mie niezwigzanej, zalezy czy bedzie on ulegat procesowi
sedymentacji, w wyniku ktérego tworza sie wieksze agre-
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gaty badanej substancji. To niekorzystne zjawisko zalezy
rowniez od temperatury, poniewaz sedymentacja zachodzi
intensywniej wraz ze wzrostem temperatury. Rozwiaza-
niem jest wykonanie analizy kontrolnej, w celu zbadania
zjawiska sedymentacji dla badanego zwiazku. Problemem
stanowi rowniez mozliwos¢ dyfuzji wolnej frakcji zwiazku
do warstwy biatkowej po zatrzymaniu wirowania [16,29].

Podobnie jak we wczesniej opisanych metodach, tu
rowniez istotna jest kontrola temperatury oraz pH, aby ba-
dana substancja pozostata stabilna w trakcie procesu
[16,29].

5.4. Mikrodializa

Mikrodializa jest technika analityczna, ktora pozwala
na monitorowanie in vivo stezenia wolnej frakcji wielu
substancji w probkach pochodzacych z ptynéw biologicz-
nych, tkanek i narzadow. Technika ta oparta jest na dyfu-
zji biernej zwiazkow w poprzek btony potprzepuszczalnej
prowadzacej do wyréwnania stezen po jej obu stronach.
Powszechnie stosuje sie¢ membrane z polieterosulfonu o
masie czasteczkowej 100 kDa.

Istnieje wiele technik, ktore umozliwiaja okreslenie
stezenia niezwiazanej z biatkami frakcji zwiazkow w pty-
nach biologicznych, ale tylko mikrodializa umozliwia row-
noczesne pobieranie probek w organizmie [16,26,29]. Za-
stosowana metoda pobierania probek, oparta na zjawisku
dyfuzji, pozwala na dostep do ptynu przestrzeni zewnatrz-
komarkowej w wielu roznych tkankach. Podczas pobierania
probek stosowana jest sonda mikrodializacyjna. Sonda po-
siada wlot przez ktory podawany jest ptyn infuzyjny o ni-
skim natezeniu przeptywu (ul/min) oraz wylot, ktorym ptyn
opuszcza sonde jako mikrodializat. Waznym elementem
sondy jest niewielka potprzepuszczalna ~membrana
[26,29,56].

Koncowke sondy mikrodializacyjnej pokrywa potprze-
puszczalna membrana, ktora jest implantowana w naczy-
niach krwionosnych, tkankach lub narzadach, a nastepnie
poddawana perfuzji odpowiednim perfuzatem, przy statym
natezeniu przeptywu. Wolna forma leku dyfunduje w po-
przek btony dializacyjnej, zgodnie z gradientem stezen, w
kierunku $wiatta sondy lub w kierunku przeciwnym. Zebra-
ne probki mikrodializatu analizowane sa w celu okreslenia
stezenia np. leku w osoczu - frakcji wolnej niezwiazanej z
biatkami oraz catkowitego stezenia leku [26,29].

5.5. Mikroestrakcja (SPME)

Mikroekstrakcja do fazy statej to metoda stuzaca gtow-
nie do pobierania i przygotowywania probek. Metoda ta
jest odmiang ekstrakcji do fazy statej, w ktorej sorbent
nanoszony jest na cienkie wtokno. W dozowniku chromato-
grafu gazowego, w wysokiej temperaturze, dochodzi do
zjawiska desorpcji analitu z wtokien SPME. Za pomoca gazu
nosnego analit jest przenoszony do kolumny chromatogra-
ficznej. Przy uzyciu odpowiedniego detektora chromato-
grafii gazowej (GC) przeprowadza si¢ analize badanego
zwiazku. Zwiazki nietrwate termicznie ulegaja desorpcji
pod wptywem odpowiedniego ptynu desorpcyjnego, a na-
stepnie analizowane sa po bezposrednim wstrzyknieciu do
systemu wysokosprawnego chromatografu cieczowego
(HPLC) [29].

Nalezy pamietac, ze podczas analizy frakcji leku nie-
zwiazanej z biatkami istotne jest uwzglednienie odpowied-
niego pH roztworu, poniewaz wartos¢ pH ma wptyw na po-
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wtarzalnos¢ metody oraz wigzanie z biatkami osocza. W
zwiazku z powyzszym, w celu kontrolowania pH, badana
probke inkubuje sie z 10% ditlenkiem wegla (CO;) lub roz-
ciencza sie izotonicznym buforem PBS w stosunku 1:10
[29].

Zaleta tej metody jest eliminacja toksycznych rozpusz-
czalnikow organicznych uzywanych w klasycznej wersji
ekstrakcji do fazy statej. Do zalet nalezy rowniez niewielka
objetos¢ probki, krotki czas analizy, zdolnos¢ do bezpo-
sredniego badania ztozonych probek i mozliwos¢ zautoma-
tyzowania procesu [29].

5.6. Wysokosprawna analiza czotowa (HPFA)

Jest to nowa metoda analityczna, ktéra umozliwia row-
noczesne ustalenie catkowitego stezenia leku oraz stezenia
jego wolnej frakcji, niezwigzanej z biatkami osocza. Sta-
nowi potaczenie dwoch metod stuzacych do rozdziatu
zwiazkow: wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) oraz wysokowydajnej elektroforezy kapilarnej.
HPFA umozliwia prostg analize po bezposrednim nastrzyk-
nieciu probki. W odréznieniu od konwencjonalnych metod,
nie wystepuje tu zjawisko niespecyficznego wiagzania z
membrang oraz nie dochodzi do wycieku przez membraneg
zwiazanego leku. Kombinacja wysokiej wydajnosci elektro-
forezy kapilarnej z chiralng kolumna HPLC umozliwia okre-
slenie niezwiazanego stezenia badanej substancji i jest
szczegdlnie przydatna np. w badaniu wiazania lekdw, ktdre
sg rzadkie i trudne do uzyskania [29].

5.7. Ekstrakcja w punkcie zmetnienia (CPE)

Jest metoda alternatywna dla konwencjonalnych spo-
sobow oznaczania wolnej frakcji zwiazkow. Poczatkowo
CPE wykorzystywano gtownie do ekstrakcji jondw metali z
probek srodowiskowych, natomiast obecnie jest szeroko
stosowana w celu selektywnej ekstrakcji zwiazkow z roz-
nych nosnikdow biologicznych, ustrojowych i Srodowisko-
wych [57,58,59]. Technike te mozna scharakteryzowac ja-
ko prosta, tania, przyjazna dla srodowiska i stosunkowo
szybka, a przy tym wydajna [59].

Metoda oparta jest na zdolnosci do rozdziatu faz w
wodnych roztworach surfaktantow, zwykle niejonowych
(np. Triton X-114). Zwiazki powierzchniowo czynne w roz-
tworach wodnych moga ulega¢ agregacji, tworzac wielko-
czasteczkowe skupiska (micele). Aby nastapito zjawisko
agregacji zwiazkow konieczne jest osiagniecie przez sur-
faktant krytycznego stezenia micelarnego (CMC) [59,60].

Podczas ogrzewania, w temperaturze okreslanej punk-
tem zmetnienia, wodny roztwér surfaktantu metnieje. Po-
wyzej tej temperatury zachodzi podziat roztworu na dwie
fazy - bogatomicelarna, ktora jest faza organiczna, gestq i
bogata w surfaktant oraz faze ubogomicelarna, ktora jest
faza wodna, z duzo mniejszym stezeniem surfaktantu. Na-
stepnie dochodzi do samoczynnego, grawitacyjnego osa-
dzenia ciezszych czastek na dnie probowki. Proces sedy-
mentacji mozna przyspieszy¢ przez wirowanie. W ten spo-
sob mozliwe jest uzyskanie rozdziatu frakcji zwiazanej z
biatkami oraz wolnej frakcji leku, ktora znajduje sie w fa-
zie ubogomicelarnej. W tej fazie analizowane jest iloscio-
wo stezenie wolnej frakcji [59].

Najwazniejsze zalety i wady opisanych metod, stoso-
wanych do oznaczania wolnej frakcji zwiazkow endogen-
nych oraz egzogennych, przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Najwazniejsze zalety i wady metod stuzacych do oznaczania wolnej frakcji zwiazkow [25,16,29,54,55,57,61].

Metoda Zalety Wady
Dializa rownowagowa ® Powszechnie stosowana e (Czasochtonna
® Niedroga ® Tylko dla stabilnych zwiazkow
® Niespecyficzne wiazania z membrang lub in-
nym materiatem wchodzacym w sktad urza-
dzenia
® Nierownomierne rozmieszczenie dyfunduja-
cych jonow elektrolitu
® Rozcienczenie probki
Ultrafiltracja ® Powszechnie stosowana ® Niespecyficzne wiazania z membrana lub in-
e Prosta i szybka nym .materialem wchodzacym w sktad urza-
. dzenia
® Stosowana dla niestabilnych zwiazkow L, . . . .
® Nieréwnomierne rozmieszczenie dyfunduja-
cych jonoéw elektrolitu
® Kontrola pH i temperatury
Ultrawirowanie ® Brak niespecyficznych wigzan analitu z ® Dtugi czas przygotowania probki
membrana ® Stosowana dla stabilnych zwiazkow
® Kontrola pH i temperatury
® Sedymentacja czastek z rozdzielonych
warstw na dno probowki
® Interferencje w wyniku obecnosci LDL
Mikrodializa ® Badanie in vivo e Uszkodzenie tkanek spowodowane implanta-
cja sondy
Mikroekstrakcja ® Prosta ® Dtugi czas desorpcji
® Krotki czas analizy ® Kontrola pH
® Mata objetos¢ probki
® Mozliwos¢ zautomatyzowania
® Mozliwe bezposrednie badanie ztozo-
nych probek
® Nie wymaga uzycia rozpuszczalnikow
organicznych
Wysokosprawna  analiza ® Brak niespecyficznych wigzan analitu z ® Wysoki koszt aparatury
czotowa membrana
® Krotki czas analizy
Ekstrakcja w  punkcie ® Niedroga ® Wptyw surfaktantu na proces jonizacji pod-
zmetnienia e Przyjazna dla érodowiska czas oznaczania metoda LC-MS/MS
® Bezpieczna - bez toksycznych rozpusz-
czalnikéw organicznych
® Prosta
6. Wykaz skrotow GC (Gas chromatography) Chromatografia gazowa
AGP (a-1-acid glycoprotein) a-1-kwasna glikoproteina HPFA (High performance frontal analysis) Wysoko-
BF (Free bilirubin) Wolna bilirubina sprawna analiza czotowa
CMmC (Critical micelle concentration) Krytyczne HPLC (High performance “q”'q ch.r omatography) Wyso-
stezenie micelarne kosprawna chromatografia cieczowa
CPE (Cloud pint extraction) Ekstrakcja w punkcie HSA ("’“’”‘?” serum albumin) Ludzka albumina
zmetnienia surowicy
ESI (Electrospray ionization) Elektrorozpylanie IS (Indoxyl sulphate) Siarczan indoksylu
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LC- (Liquid chromatography tandem-mass spectrome-

MS/MS  try) Tandemowa spektrometria mas sprzezona z
chromatografia cieczowa

LPS (Lipopolysaccharide) Lipopolisacharyd

LCFA (Long-chain fatty acids) Dtugotancuchowe kwasy
ttuszczowe

pCS (p-Cresol sulphate) Siarczan p-krezolu

PChN Przewlekta choroba nerek

RCF (Relative centrifugal force) Wzgledna sita od-
srodkowa

SPME (Solid-phase microextraction) Mikroekstrakcja do
fazy statej

VLDL (Very low density lipoprotein) Lipoproteiny o

bardzo matej gestosci
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